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A Matriz Extracelular (MEC) é uma estrutura constituída por várias macromoléculas 
que estão distribuídas de forma diferente entre os tecidos dos organismos. A intera-
ção entre moléculas da MEC e receptores presentes na membrana celular afetam 
várias propriedades da célula, incluindo a migração, proliferação, diferenciação e 
apoptose. O processo de apoptose desencadeado pela perda da adesão celular é 
denominado de anoikis.Este processo é considerado um importante mecanismo na 
prevenção do crescimento celular independente da adesão, pois dificulta a ligação 
das células a uma matriz inapropriada evitando assim a colonização de outros teci-
dos. No entanto, a resistência ao anoikis é um passo crucial para a progressão tu-
moral e metástase. Diante da importância e da complexidade das interações célula-
célula e célula matriz extracelular, estudos sobre os componentes da MEC apresen-
tam cada vez mais relevância, tendo em vista que a sua compreensão pode repre-
sentar avanços no desenvolvimento de novos fármacos para o tratamento do cân-
cer. Assim, estudamos a expressão e localização de várias moléculas da MEC em 
células endoteliais derivadas da aorta de coelho (EC), EC transfectada com oncoge-
ne EJ-ras (EJ-ras EC) e EC resistentes ao anoikis (Adh1-EC e Adh2-EC). Os resul-
tados obtidos mostram que houve diminuição na expressão de fibronectina, coláge-
no IV e ácido hialurônico, bem como,  aumento na expressão de perlecam, laminina, 
integrinas αvβ3 e α5β1, MMP-2 e -9 e nas hialuronidases 1, 2 e 3 nas células resis-
tentes ao anoikis e transfectadas com o oncogene EJ-ras em relação às células sel-
vagens. Estes resultados sugerem  que alterações na expressão de moléculas da 
MEC podem estar diretamente relacionadas com a aquisição da resistência ao anoi-
kis em células endoteliais. 
 








The extracellular matrix (ECM) is a structure composed of several macromolecules 
that are differently distributed among tissues of organisms. The interaction between 
ECM molecules and receptors present on the cell membrane affect several cell prop-
erties, including migration, proliferation, differentiation and apoptosis.The process of 
apoptosis by loss of cell adhesion is named anoikis. This process is considered an 
important mechanism in preventing independent growth of cell adhesion, because it 
difficult the binding of cells to inappropriate matrix, thus preventing the colonization of 
other tissues. However, resistance to anoikis is a critical step in tumor progression 
and metastasis.Because of the importance and complexity of cell-cell and cell-ECM 
interactions, studies on the ECM components have important relevance because it 
represents progress in the development of new drugs for the treatment of can-
cer.Thus, we studied the expression and localization of various ECM molecules in 
endothelial cells derived from rabbit aorta (EC), EC transfected with EJ-ras oncogene 
(EJ-ras EC) and EC resistant to anoikis (Adh1-EC e Adh2-EC).The results show that 
there was a decrease in the expression of fibronectin, collagen IV and hyaluronic ac-
id as well as an increase in the expression of perlecam, laminin, integrinsαvβ3 and 
α5β1, MMPs-2 and -9 and hyaluronidases 1, 2 and 3 in anoikis resistant and trans-
fected endothelial cells in relation to parental cells. These results suggest that  
changes in ECM molecules expression can be directly related to the acquisition of 
resistance to anoikis in endothelial cells. 
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O processo de apoptose desencadeado pela perda das interações célula-
célula e célula-matriz extracelular (MEC) é denominado anoikis, palavra de origem 
grega que significa “sem moradia”. Este processo é considerado um importante me-
canismo na prevenção do crescimento celular independente da adesão, pois dificulta 
a ligação das células a uma matriz inapropriada, evitando assim a colonização de 
tecidos adjacentes (FRISCH & FRANCIS, 1994; GEIGER & PEEPER, 2005; PAOLI 
et al., 2013). 
Porém, a resistência ao anoikis é uma característica que contribui para a 
progressão tumoral e metástase, pois, as células tumorais resistentes ao anoikis po-
dem sobreviver após o desprendimento de seu sítio primário e colonizar outros teci-
dos, característica fundamental da transformação neoplásica que favorece o desen-
volvimento metastático (FRISCH & FRANCIS, 1994; HANAHAN & WEINBERG, 
2000; GEIGER & PEEPER, 2005; UEKITA et al., 2007; SIMPSON et al., 2008; CHI-
ARUGI & GIANNONI, 2008; STRAUSS et al., 2010; GUADAMILLAS et al., 2011; 
KIM et al., 2012; TADDEI et al., 2012; MALAGOBADAN & NAGOOR, 2015). 
A aquisição da resistência ao anoikis ocorre devido a dois fatores que po-
dem ou não estarem associados. Um deles é o estímulo de sinais de sobrevivência 
que são fatores de crescimento produzidos pela própria célula (autócrino) e fatores 
produzidos por células adjacentes (parácrino) que ligam-se aos seus respectivos 
receptores ativando cascatas de sobrevivência e o outro é a inibição das cascatas 
de apoptose. A aquisição da resistência ao anoikis também é considerado um passo 
crítico durante o desenvolvimento metastático (GEIGER & PEEPER, 2005; CHIA-
RUGI & GIANNONI, 2008; SIMPSON et al., 2008).  
Os receptores de tropomiosina cinases (Trk) são uma subfamília de recepto-
res tirosina cinases composta por três membros: TrkA, TrkB e TrkC. Esses recepto-
res desempenham um papel importante na proliferação, migração e diferenciação 
celular. A ativação da TrkB em tumores atua como um potente supressor do anoikis, 





tástatico (Figura 1B) ( GEIGER & PEEPER, 2005).  
Células endoteliais resistentes ao anoikis apresentam alterações morfológi-
cas, como por exemplo, alta taxa de proliferação, baixa adesão à fibronectina, lami-
nina e colágeno IV, desregulação do ciclo celular, alto potencial invasivo e baixa taxa 
de apoptose. Além disso, há um aumento nos níveis dos glicosaminoglicanos hepa-
ram sulfato e condroitim sulfato, bem como mudanças na expressão de syndecam-4 
e da enzima heparanase (CARNEIRO et al., 2014) . 
 
Figura 1: Modelo de estudo do mecanismo de anoikis em células tumorais in vivo. A) células 
sensíveis ao anoikis, difundidas a partir de um tumor primário, sofrem apoptose ao entrar no sistema 
circulatório; B) as células adquirem resistencia ao anoikisatravés de diversos mecanismos, dentre 
eles pela superexpressão da tirosina cinase B (TrkB) que protege a disseminação de células tumo-
rais, facilitando a metástase. Adaptado de GEIGER & PEEPER, 2005. 
 
1.2 MATRIZ EXTRACELULAR (MEC) 
A Matriz Extracelular (MEC) é uma estrutura constituída por várias macromo-
léculas que estão distribuídas de formas diferentes entre os tecidos do organismo, 





çãodos tecidos, atuando também, como reservatório para várias moléculas, dentre 
elas, fatores de crescimento, integrinas, colágeno IV, fibronectina, laminina, glicosa-
minoglicanos, proteoglicanos e enzimas proteolíticas como as metaloproteinases de 
matriz (MMPs) ( Figura 2). A interação entre essas moléculas da MEC e receptores 
presentes na membrana celular afetam várias propriedades da célula, incluindo ade-
são célula-célula e célula matriz, angiogênese, apoptose, diferenciação, migração, 
proliferação e invasão (GEIGER & YAMADA, 2001; DAVIS & SENGER, 2005; BER-
RIER & YAMADA 2007; ALBERTS et al., 2010; FRANTZ et al., 2010; SCHAEFER & 
SCHAEFER, 2010; BOZZUTO et al., 2011; SU et al., 2015; MALIK et al., 2015; STI-
VAROU & PATSAVOUDI, 2015). 
 
 
Figura 2: Estrutura da Matriz Extracelular e suas principais moléculas. Adaptado de KARP, 
2010. 
A MEC se divide em matriz intersticial, que compreende todo o espaço exis-
tente entre as células mesenquimais, e membrana basal (MB) que representa um 
tipo especializado de matriz extracelular em forma de lâmina (40 a 120 nm de es-
pessura), composta de uma rede fibrosa que consiste principalmente de colágeno 
tipo IV, laminina, nidogênio, entactina e perlecam. Ambas, possuem em sua constitu-
ição moléculas de colágenos,porém, a matriz intersticial apresenta colágenos tipi-





te, pelo colágeno tipo IV (COL IV), isoformas especializada de colágeno em forma 
de rede (Figura 3) (ERICKSON & COUCHMAN, 2000; BOSMAN & STAMENKOVIC, 
2003; YURCHENCO, 2011; MALIK et al., 2015). 
Além de separar o tecido epitelial do tecido conjuntivo, a MB desempenha 
outras funções: determina a polaridade celular, influencia o metabolismo celular, fa-
vorece a sobrevivência, proliferação e diferenciação celular, atuando ainda, como 
uma barreira importante à disseminação de células metastáticas (SIU et al., 2003; 
ALBERTS et al., 2010; YURCHENCO, 2011). Para atravessar esta barreira as célu-
las precisam inicialmente aderir-se à laminina que é considerada a principal molécu-
la adesiva da MB (SIU et al., 2003; ALBERTS et al., 2010; MALIK et al., 2015). 
As interações entre as moléculas da MB e moléculas da matriz intersticial 
acontecem quando as glicoproteínas adesivas, como a laminina e proteoglicanos 
como o perlecam, aderem ao “arcabouço” de colágeno (BOSMAN & STAMENKO-
VIC, 2003; MALIK et al., 2015).  
 
 
Figura 3: Modelo da estrutura molecular da Membrana Basal. A) A lâmina basal é formada atra-
vés das interações específicas entre proteínas; B) Interações das principais moléculas da Membrana 






Neste trabalho, será dada ênfase à expressão das principais moléculas da 
MEC, como por exemplo: colágeno IV, fibronectina, laminina, perlecam, ácido hialu-
rônico, integrinas αvβ3 e α5β1, e ainda, as metaloproteinases de matriz (MMPs) 
MMP2 e MMP9, que são responsáveis pela degradação da maioria das moléculas 
da MEC e as hialuronidases (HYALs) 1, 2 e 3, enzimas que degradam principalmen-
te o ácido hialurônico. 
 
1.3 COMPONENTES DA MATRIZ EXTRACELULAR 
1.3.1 COLÁGENO 
O termo “colágeno” é utilizado para denominar uma família de glicoproteínas 
composta por 28 isoformas, sendo considerada a proteína de tecido conjuntivo mais 
abundante na MEC de  organismos multicelulares. As moléculas de colágenos apre-
sentam características próprias, tanto em natureza química como no padrão de or-
ganização estrutural (BOUTAUD et al., 2000; GORDON & HAHN, 2010). 
Assim como a maioria dos constituintes da MEC, as moléculas de colágeno 
são sintetizadas principalmente pelos fibroblastos. Essas moléculas são compostas 
por três cadeias polipeptídicas, conhecidas como cadeias α formadas por unidades 
repetitivas Gly-X-Z, onde X é um aminoácido e Z geralmente uma prolina ou hidroxi-
prolina. As cadeias α se dobram formando pelo menos um domínio tripla hélicee são 
organizadas de forma paralela a um eixo, formando as fibras de colágenos, que pro-
porcionam resistência e elasticidade à MB. As proteínas colagenosas formam agre-
gados supramoleculares em forma de rede, individuais ou em conjunto com outras 
moléculas da MEC (SHOULDERS & RAINES, 2009; RICARDO- BLUM, 2011). 
Nesse trabalho será dada ênfase ao colágeno tipo IV (COL IV), pois, além 
de representar o componente estrutural mais abundante da MB, interage com a la-
minina, nidogênio, perlecam e outros componentes que formam a MB. 
 Colágeno IV (COL IV) 
O COL IV (~200 kDa) é constituído basicamente por uma família de seis ca-





receptores presentes nas membranas celulares (como por exemplo, as integrinas) 
(GORDON & HAHN, 2010).  
O colágeno tipo IV pode influenciar no processo de proliferação e morte ce-
lular em células normais ou em processos patológicos onde ocorre alteração da 
membrana basal (EYDEN & TZAPHLIDOU, 2001). Os fragmentos de colágeno IV, 
derivados da ação conjunta das colagenases (MMPs 2 e 9), podem desempenhar 
funções distintas, dentre elas, a angiogênese. Esse mecanismo é bastante comum 
em células tumorais que possuem alta capacidade de migração, proliferação e dife-
renciação.O COL IV atua ainda em processos como adesão, invasão celular e me-
tástase (SANES & JOSHUA et al., 1990; BOUTAUD et al., 2000; KHOSHNOODI et 
al., 2008; EYDEN & TZAPHLIDOU, 2001;SHOULDERS & RAINES, 2009; GORDON 
& HAHN, 2010; SINGH et al., 2010; HYNES & NABA, 2012). 
 
Figura 4: Estrutura do colágeno: (a) forma de triplete presente nas matrizes colagênicas; (b) tropo-
colágeno; (c) hélice triplice. Adaptado de SIONKOWSKA, 2006. 
 
1.3.2 FIBRONECTINA (FN) 
A Fibronectina (FN) é uma glicoproteína adesiva multifuncional (~262 a 285 
kDa), constituída por duas cadeias polipeptídicas semelhantes, ligadas através de 
pontes dissulfeto nas regiões próximas à porção C-terminal. Suas cadeias polipeptí-





cuja similaridade permitiu classificá-las como do tipo I, II e III (Figura 5). Essas iso-
formas de FN são codificadas por um único gene, que possui aproximadamente 50 
éxons (NARDIN, 2006). Essa molécula possui diferentes propriedades (fisiológicas e 
patológicas) que fornecem às células mecanismos que podem alterar a composição 
da MEC de maneira específica para cada tecido (MAGNUSSON & MOSHER, 1998; 
PANKOV & YAMADA, 2002; FRUH et al., 2015; WANG et al., 2015). 
 
 
Figura 5: Estrutura esquemática da Fibronectina e alguns dos seus sítios de ligação. Em ver-
melho está representadoos módulos tipo I (FN1), em verde os módulos tipo II (FN2), em azul os mó-
dulos tipo III (FN3). Adaptado de MAGNUSSON & MOSHER, 1998. 
A FN pode ser classificada de acordo com a sua solubilidade em FN plasmá-
tica solúvel e FN celular, menos solúvel, que representa o maior componente da 
MEC (PANKOV & YAMADA, 2002; SINGH et al., 2010). Na parede vascular, a FN é 
produzida por fibroblastos ou por células endoteliais, podendo interagir com células 
e diversos componentes da MEC através de receptores que reconhecem a sequên-
cia específica do aminoácido tripeptídio arginina-glicina-ácido aspártico, denominada 
RGD. Essa estrutura é crucial para o reconhecimento celular através de receptores 
específicos na adesão da maioria das células (MORLA & RUOSLAHTI, 1992; NA-
GAE et al., 2012; MURPHY et al., 2015; WANG et al., 2015; STIVAROU & PATSA-





A interação entre a FN e seu principal receptor, a integrina α5β1, através de 
seu domínio RGD, contribui diretamente para a adesão célula-célula e célula-matriz, 
assim como, para a migração, morfogênese, diferenciação e proliferação celular 
(NAGAE et al., 2012; MURPHY et al., 2015; WANG et al., 2015). 
1.3.3 LAMININA (LN) 
Laminina (LN), é uma glicoproteína de alta massa molecular (~900 kDa) co-
tendo  três subunidades polipeptídicas distintas, ligadas entre si por pontes dissulfe-
to, sendo denominadas:  (~400 kDa),  (~220 kDa) e γ (~200 kDa) (Figura 6). A LN 
encontra-se disposta na MB atuando em diversos processos biológicos, incluindo 
adesão, diferenciação, angiogênese, migração, proliferação celular e metástase 



















Figura 6: Estrutura das subunidades da laminina (α, β e γ) e sítios de ligações a alguns dos 





As interações entre a LN e outros componentes da MB (COL IV, entactina, 
nidogênio e proteoglicano perlecam) são influenciadas por receptores de membra-
nas celulares, como as integrinas. As cadeias de LN formam combinações dando 
origem a diferentes isoformas. Até o momento foram identificadas 15 isoformas des-
sa glicoproteína (Tabela 1) (SASAKI et al., 2004; AUMAILLEY, 2005; HOHENESTER 
& YURCHENCO, 2013; AUMAILLEY, 2013). Aumailley et al (2005) propuseram uma 
nova classificação para as diferentes isoformas da LN de tal forma que os trímeros 
são denominados de acordo com a composição da cadeia, por exemplo, LN 
111(Laminina- 1) é composta pelas cadeias alfa 1(α1), beta 1(β1) e gama 1(γ1), da 
mesma forma que a LN 332 (Laminina- 5) é composta pelas cadeias α3, β3 e γ2, e 
assim sucessivamente (Tabela 1). 
Devido a sua alta massa molecular e sua forma trimérica, essa glicoproteína 
é capaz de atravessar a MB e ligar-se a várias moléculas da superfície celular, como 
por exemplo, as integrinas (Tabela 1). De acordo com estudos realizados anterior-
mente, a ausência da LN dificulta o desenvolvimento da MB. Sendo assim, essa mo-
lécula apresenta um papel crucial na organização da MEC (COLOGNATO & YUR-
CHENCO, 2000; MINER & YURCHENCO, 2004; HAMILL et al., 2009; HOHENES-
TER & YURCHENCO, 2013). 
Além do papel que a LN exerce em tecidos normais, algumas isoformas 
dessa glicoproteína estão relacionadas a importantes eventos da progressão tumo-
ral, como por exemplo, as lamininas 111 e 332 que estão envolvidas em processos 
como: migração, invasão, secreção de proteases angiogênicas e metástase (ENG-
BRIN & KLEINMAN, 2003; KARIYA & MIYAZAKY, 2004; MIYAZAKI, 2006; KIKKA-



















Laminina-1 111 α1β1γ1 α1β1,α2β1,α6β1,α6β4, 
α7β1 
Laminina-2 211 α2β1γ1 α1β1,α2β1,α3β1, 
α6β1, α6β4, α7β1 
Laminina-3 121 α1β2γ1 ND 
Laminina-4 221 α2β2γ1 α1β1,α2β1,α3β1, 
α6β1, α6β4, α7β1 
Laminina-5 332 α3β3γ2 α3β1,α6β4, α6β1 
Laminina-6 311 α3β1γ1 ND 
Laminina-7 321 α3β2γ1 ND 
Laminina-8 411 α4β1γ1 α6β1 
Laminina-9 421 α4β2γ1 ND 
Laminina-10 511 α5β1γ1 α3β1,α6β1 
Laminina-11 521 α5β2γ1 α3β1,α6β1 
Laminina-12 213 α2β1γ3 ND 
Laminina-13 223 α2β2γ3 ND 
Laminina-14 423 α4β2γ3 ND 
Laminina-15 523 α5βγ23 ND 
ND: Não determinado. Adaptado de YURCHENCO, 2000; AUMAILLEY et al., 2005; HAMILL et al., 
2009; DURBEEJ, 2010. 
 
1.3.4 GLICOSAMINOGLICANOS (GAGs) 
Os Glicosaminoglicanos (GAGs) são heteropolissacarídeos lineares, forma-
dos por unidades dissacarídicas repetitivas quedevido aos grupamentos de sulfatos 
e carboxílicos, são carregados negativamente. Essas unidades dissacarídicas são 
constituídas por uma hexosamina (D-glucosamina ou D-galactosamina) e um ácido 
urônico (D-glucurônico ou L-idurônico) ou um açúcar neutro (D-galactose) (KOLSET, 
2005; AFRATIS et al., 2012). 
Diferenças no tipo de monossacarídeos que compõem as unidades dissaca-





dica, são características que permitem classificar os GAGs em: ácido hialurônico 
(AH) ou hialuronam, heparina, heparam sulfato (HS), condroitim sulfato (CS), quera-
tam sulfato (KS) e dermatam sulfato (DS) (GANDHI & MACERA, 2008). Essa classi-
ficação pode ser observada na (Tabela 2). 
Devido ao seu caráter polianiônico, os GAGs são capazes de interagir com 
uma variedade de componentes presentes tanto na MEC quanto na superfície celu-
lar. Dessa forma, os GAGs podem regular a passagem de outras moléculas através 
da membrana basal, como fatores de crescimento à superfície celular, que favorece 
a proliferação, diferenciação, migração e invasão celular. Essas macromoléculas 
contribuem ainda coma estrutura e permeabilidade do tecido conjuntivo (DIETRICH 
et al.,1983; NADER et al., 1989; NADER, 1991; GANDHI & MACERA, 2008). 
 Ácido Hialurônico (AH) 
Dentre os vários GAGs, o Ácido Hialurônico (AH) é o único que não está li-
gado covalentemente a um esqueleto proteico formando os proteoglicanos (PGs) e 
também, não apresentam grupamento sulfato em sua cadeia. Apresenta uma estru-
tura simples, formado por unidades repetidas de β-D-1,3-N-acetilglicosamina e β-
1,4-ácido D-glucurônico, representando o principal GAG da matriz intersticial, como 
pode ser observado na Tabela 2 (BRIMACOMBE & WEBER, 1964; LAPCÍK et 
al.,1998; NECAS et al., 2008; AFRATIS et al., 2012; DICKER et al., 2014). 
Em condições homeostáticas, é encontrado como um polímero de massa-
molecular elevada (105 a 107 Da) porém, em condições de estresse (injúria tecidual), 
o AH é despolimerizado a fragmentos de baixa massa molar. Devido a essa despo-
limerização, o AH pode desempenhar múltiplas funções no organismo, porém as 
respostas biológicas desencadeadas por essa molécula dependem do tamanho de 

















400-800 kDa; não sul-
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Queratam Sulfato (KS) 
 
4-19 kDa; é o mais he-
terogêneo dos glico-
saminoglicanos. QS II 
é encontrado na carti-
lagem, agregado ao 
CS. 
Adaptado de GANDHI & MACERA, 2008. 
 
 





O AH é sintetizado na face interna da membrana plasmática celular (fibro-
blastos, células sinoviais, endoteliais e musculares) por proteínas denominadas hia-
luronan-sintases (HAS), distinguindo-se dos demais GAGs, que são sintetizados no 
complexo de golgi. Em mamíferos encontram-se presentes três tipos destas proteí-
nas: HAS-1, HAS-2 e HAS-3. À medida que é sintetizado, o AH é liberado para o 
meio extracelular (PREHM, 1984; ITANO & KIMATA, 2002; TOOLE, 2004; STERN et 
al., 2006; AFRATIS et al., 2012; CHANMEE et al., 2015). 
Diante das diversas funções que o AH pode desempenhar, vale ressaltar a 
sua importância no processo de retenção de água do espaço extracelular, caracte-
rística que confere ao tecido conjuntivo resistência á forças de compressão. Devido 
a sua alta viscosidade, o AH atua também como um excelente protetor e lubrificante 
das articulações (FRASER et al., 1997; KNUDSON et al., 2002; SUGAHARA et al., 







Figura 7: Esquema da interação do ácido hialuronico com vários proteoglicanos. Esse glicosa-
minoglicano se associa com a membrana plasmática através do receptor CD44 que reconhece o áci-
do hialuronico. Adaptado de TOOLE, 1998; KNUDSON et al., 2002; DICKER et al., 2014. 
 
 Além disso, as interações do AH com outras proteínas de superfície, como o 
receptor CD44, principal receptor do AH (Figura 7), que reconhece a sequência de 
açúcar desse GAG (podendo também, se ligar ao condroitim sulfato, porém, com 
menor afinidade), regulam muitos aspectos do comportamento celular como: adesão 
célula-célula e célula-matriz, diferenciação, migração, proliferação e invasão celular. 
Podendo ainda, favorecer a angiogênese e consequentemente desempenhar papel 
importante na progressão tumoral (FRASER et al., 1997; KARJALAINEN et al., 
2000; KNUDSON et al., 2002; SUGAHARA et al., 2003; LAURICH et al., 2004; 
KNUDSON, 2004; TOOLE, 2004; STERN et al., 2006; STERN, 2008; HASCALL & 






O microambiente tumoral e a produção de fatores de crescimento e citocinas 
induzem a produção de AH. Esse GAG pode estar correlacionado com a malignida-
de de muitos tipos de câncer. Porém, as funções do AH na progressão tumoral pode 
variar de acordo com o seu tamanho e a quantidade presente no estroma tumoral 
(STERN, 2008; AFRATIS et al., 2011). 
A alta concentração de AH e níveis elevados do seu receptor CD44 tem 
grande relação com a tumorigênese, levando o CD44 a ser considerado um marca-
dor tumoral para tumores urológicos e principalmente de mama (SUGAHARA et al., 
2003; AFRATIS et al., 2012; SCHWERTFEGER et al., 2015). 
1.3.5 PROTEOGLICANOS (PGs) 
Proteoglicanos (PGs) são macromoléculas de alto peso molecular formadas 
por um esqueleto proteico no qual estão ligadas covalentemente as cadeias de 
GAGs. Os PGs apresentam diversidade tanto na função, como na estrutura química. 
Esta variação pode estar relacionada a uma série de fatores, tais como: diferenças 
na expressão de genes que codificam o esqueleto proteico de cada PG e variações 
no tamanho, no número e nos tipos de cadeias de GAGs (LOHMANDER 1988; DIE-
TRICH et al., 1983; NADER et al., 1987; LINDAHL et al., 1994; DREYFUSS et al., 
2009; SARRAZIN et al., 2011; COUCHMAN & PATAKI et al., 2012). 
Os PGs podem ser encontrados em formas de grânulos citoplasmáticos na 
MB, na MEC intersticial e ancorada na membrana celular (como por exemplo, o sin-
decam-4), desempenhando diversas funções biológicas, dentre elas a angiogênese. 
As moléculas de AH que se encontram associadas aos PGs, podem formar géis que 
atuam como um filtro seletivo na regulação do fluxo de moléculas e células de acor-
do com o seu tamanho e carga (THEOCHARIS et al., 2010; COUCHMAN & PATAKI 
et al., 2012). 
Os PGs desempenham um papel importante na sinalização química celular, 
pois, através das cadeias de heparam sulfatos, se ligam a várias moléculas sinaliza-
doras secretadas na MEC como, por exemplo, os fatores de crescimento e citosinas, 





ceptores de superfície celular, como as integrinas (THEOCHARIS et al., 2010). 
A classificação dos PGs é baseada na composição do seu core proteico ou 
na localização dessas macromoléculas no tecido. Com base na localização, os PGs 
podem ser classificados em extracelulares (ou de MEC), de superfície celular e in-
tracelular. Os PGs da MEC se dividem em: extracelulares (versicam, agrecam, neu-
rocam e brevicam), hialectanos ou lecticanos (decorim, biglicam, fibromodulina e 
lumicam), de membrana basal (perlecam) e os PGs de superfície celular que incluem 
a família dos sindecans e glipicans (THEOCHARIS et al., 2010; COUCHMAN & PA-
TAKI et al., 2012; IOZZO & SCHAEFER et al., 2015). Nesse trabalho, será dada ên-
fase ao proteoglicano de membrana basal perlecam, que, juntamente com a lamini-
na e o colágeno IV, desempenha papel importante na manutenção da integridade da 
membrana basal. 
 Perlecam 
O Perlecam é um proteoglicano de heparam sulfato, presente em vários te-
cidos e excerce inúmeras funções biológicas, dentre elas, a angiogênese.O perle-
cam representa um dos maiores PGs (~400-450 kDa) e encontra-se dividido em cin-
co domínios distintos (Figura 8). As cadeias laterais de GAGs estão ligadas a uma 
estrutura central denominada core proteico na região N-terminal, interagindo princi-
palmente com FGF-2, promovendo a angiogênese e a proliferação celular (FARACH 
& CARSON 2007; FARACH et al., 2014; DOUGLASS et al., 2015). 
Tanto o core proteico como as cadeias de HS são capazes de interagir com 
diversas moléculas da MEC, como a FN, COL IV e a LN, e com moléculas da super-
fície celular (integrinas) desencadeando processos como a sinalização, proliferação, 
controle da migração e diferenciação celular (FARACH & CARSON 2007; ZOELLER 
et al., 2009; IOZZO & SANDERSON, 2011; FARACH et al., 2014). Em células tumo-
rais, o perlecam pode atuar como pró-tumorigênico e anti-tumorigênico, dependendo 
da sua composição proteica, das cadeias de GAGs que o compõem, das moléculas 
associadas, da localização e do estágio do tumor (FJELDSTAD & KOLSET, 2005; 





O perlecam é considerado o maior componente da membrana basal de célu-










O Perlecam é caracterizado por agir como co-receptor de fatores pró-
angiogênicos através da sua alta afinidade com receptores de superfície celular. Es-
te PG encontra-se presente principalmente na MB de vários tecidos, exercendo inú-
meras funções biológicas, dentre elas a angiogênese (Figura 9) (FJELDSTAD & 




Figura 8: Estrutura do Perlecam e seus domínios (I, II, II, IV e V). Esses domínios interagem 
com várias moléculas da MEC e exercem funções específicas. Domínio I: Localizado na porção N-
terminal e possui afinidade com LN, FN, VEGF, COL IV e FGF-2; Domínio II: possui similaridade 
com o receptor da lipoproteína de baixa densidade (LDL), apresentando quatro regiões ricas em 
resíduos de L-cisteína; Domínio III: possui três regiões globulares ricas em resíduos de L-cisteína 
e uma grande homologia com os braços curtos das cadeias  α e β da laminina; Domínio IV: é o 
maior domínio e possui 21 repetições semelhantes à imunoglobulina G (IgG); V: se  encontra na 
porção  C-terminal do  core proteico, possui três regiões globulares e quatro sequências seme-







Figura 9: Papel do Perlecam na angiogênese. A) Oestímulo angiogênico aumenta a expressão 
de perlecam e facilita seu acesso à superfície celular; B) resultando na liberação de fatores de cres-
cimento que podem ligar-se às cadeias de HS ou a regiões do core proteico, favorecendo a prolifera-




As integrinas são receptores heterodiméricos de superfície celular com loca-
lização transmembrânica e são responsáveis pela mediação das interações célula-
célula e célula-matriz, estando também envolvidas em vários processos biológicos, 
como por exemplo, a migração celular (GEHLER et al., 2009). 
Cada integrina é constituída por uma subunidade α (120-170 kDa) e uma 
subunidade β (90-100 kDa) que se associam de forma não covalente. Até o momen-
to, são conhecidas dezoito subunidades α e oito subunidades β que, combinadas, 
constituem pelo menos 24 integrinas já descritas. Essas moléculas possuem como 
sítio de reconhecimento a tríade RGD, sequência de aminoácido presente na maio-
ria das proteínas da MEC ( XIONG et al., 2001;TUCKER, 2002; EBLE & HAIER 
2006; BARCZYK et al., 2010; DESGROSELLIER & CHERESH, 2010). 
As integrinas funcionam de forma bidirecional, transmitindo sinais de dentro 
para fora (inside-out) como de fora para dentro (outside in) das células. As intera-
ções desses receptores de superfície celular com seus ligantes são essenciais em 
diversos processos, como: desenvolvimento embrionário, homeostase, cicatrização 





o seu interior (sinalização outside-in), determinando assim, a expressão gênica e as 
mudanças no fenótipo célular (XIONG et al., 2001; SHEN et al., 2012; MORSE et 




Figura 10: Dímeros de integrinas e seus respectivos receptores. Adaptado de BARCZYK et al., 
2010. 
As integrinas são produzidas normalmente pelo organismo em condições fi-
siológicas. Entretanto, a expressão dessas moléculas pode variar consideravelmente 
entre células normais e tumorais (BROOKS, 1996; XIONG et al., 2001; BARCZYK et 
al., 2010; SHEN et al., 2012; MORSE et al., 2014). As integrinas αvβ3, α5β1 e αvβ6, 
por exemplo, são menos expressas em células normais do epitélio, mas altamente 
expressas em células tumorais (GOEL et al., 2008; BARCZYK et al., 2010; DES-
GROSELLIER & CHERESH 2010). 
Esse aumento indica que as integrinas estão diretamente relacionadas à a-





VEGF (Fator de crescimento endotelial vascular). A superexpressão da integrina α-
vβ3, em células endoteliais de tumores, favorece a invasão e proliferação celular 
(STUPACK & CHERESH, 2002; NERI & BICKNELL, 2005; FRANCAVILLA et al., 
2009; WEIS & CHERESH, 2011; BENDAS & BORSIG, 2012). 
 Além de exercer um papel importante na angiogênese em diferentes níveis 
da metástase tumoral, a integrina αvβ3 atua na fagocitose de células em apoptose 
(BROOKS, 1996; CONTOIS et al., 2015; CAYROL et al., 2015). Essa integrina pos-
sui afinidade por várias moléculas adesivas da MEC como vitronectina, fibronectina, 
fibrinogênio, laminina, colágeno e fator de Von Willebrand (glicoproteína plasmática 
essencial para o processo da homeostase primária) (STIVAROU & PATSAVOUDI, 
2015). Em seu estudo, Yao et al (2007) sugere que o aumento da expressão da in-
tegrina β1 associada com seu principal ligante, a fibronectina, pode estar associado 
com a diminuição da sobrevida de pacientes com câncer de mama. 
 
1.4 DEGRADAÇÃO DA MATRIZ EXTRACELULAR (MEC) 
A homeostase da matriz extracelular (MEC) é essencial para a manutenção 
de um ambiente adequado para as funções celulares. Porém, durante o processo de 
invasão tumoral, as células tendem a migrar para outros tecidos pelo sistema circula-
tório. E, para que ocorra essa migração de células tumorais, a degradação da MEC 
faz-se necessária. Entre as proteases responsáveis pela degradação da MEC, des-
tacam-se as metaloproteinases de matriz (MMPs), que degradam a maioria dos 
constituintes da MEC e, as hialuronidases (HYALs), que degradam polissacarídeos 
complexos, especificamente o AH (BONNANS et al., 2014). 
 
1.4.1 METALOPROTEINASES DE MATRIZ 
As Metaloproteinases de Matriz (MMPs) representam uma família de enzi-
mas codificadas por 24 genes distintos em humanos e são expressas como 26 dife-
rentes endopeptidases dependentes de zinco e cálcio, difenciando-se em suas ex-





principalmente na degradação e remodelamento da MEC, manutenção da homeos-
tase e influenciam também no processo de proliferação e migração celular. Essas 
enzimas encontram-se divididas em cinco classes: colagenases, gelatinases, matrili-
sinas, estromelisinas e MMP tipo-membrana (MT-MMP) (Tabela 3) (NAGASE et al., 
2006; VERMA & HANSCH, 2007; MURPHY & NAGASE, 2008; KLEIN & BISCHOFF, 
2011; LOFFEK et al., 2011; ULOZA et al., 2015). 
A expressão da MMPs na matriz extracelular pode ser reguladas através de 
quatro vias: 1) por regulação na transcrição nos genes das MMPs; 2) por ativação de 
precursores; 3) por diferenças de especificidade de substrato; e 4) por inibidores de 
MMPs (RA & PARKS, 2007; KUPAI et al., 2010; MURPHY & NAGASE, 2011). 
As MMPs são constituídas por estruturas contendo pré e pós-domínios, se-
guidos de um domínio catalítico (Figura 11). O pré-domínio NH2-terminal é uma pe-
quena porção hidrofóbica que direciona a síntese dessas enzimas para o retículo 
endoplasmático e a secreção para o espaço extracelular. O pró-domínio, composto 
por aproximamente 80 aminoácidos mantém essa enzima em sua forma inativa. O 
domínio catalítico, por sua vez, possui um íon zinco (Zn2+) ligado ao sítio ativo (local 
onde os substratos se ligam especificamente à proteína) e essa ligação é feita por 
três resíduos de histidina na sequência AHEXGHXXGXXH, como pode ser observa-
do na Figura 11 (NABESHIMA et al., 2002; GEURTS et al., 2011; MANNELLO & 
MEDDA, 2012; ULOZA et al., 2015). 
As MMPs são secretadas em sua forma latente, como pró-enzimas ou zimo-
gênios, e requerem ativação proteolítica que ocorre após a remoção do pró-peptídeo 
NH2- terminal. Esse processo é acompanhado pela quebra da ligação entre o grupo 
tiol da cisteína no pró-peptídeo e o zinco no domínio catalítico. Dessa forma, o local 
para ligação ao substrato fica exposto e o zinco disponível passa a ligar-se a uma 
molécula de água, cuja presença é essencial para o processo catalítico (GEURTS et 
al., 2011; MANNELLO & MEDDA, 2012). Esse processo de ativação pode ser medi-
ado por outras MMPs (MURPHY & KNAUPER, 1997; REIMERS et al., 2004; Geurts 






Figura 11: Estrutura das MMP-9 e MMP-2. Representação esquemática da organização dos domí-
nios das MMP-2 e MMP-9. A estrutura padrão de uma MMP é constituída de um pré-peptídeo na 
porção NH2, um pró-peptídeo, um domínio catalítico, um sítio conservado de ligação ao zinco (Zn
2+
) e 
um domínio hemopexina na porção C terminal. MMP-2 e MMP-9 se diferenciam por três repetições de 
domínios semelhantes à fibronectina, local onde a gelatina e o colágeno se ligam. A interação entre a 
cisteína no pró-peptídeo e o Zn
2+
 mantém a enzima latente.  A ativação das MMPs pela remoção do pró-peptídeo 
por um mecanismo chamado de troca de cisteína permite a interação do Zn
2+ 
com uma molécula de água e que 
o substrato se ligue à proteína. Adaptado de GEURTS et al., 2011. 
A ação de enzimas proteolíticas na degradação dos componentes da MECé 
fundamental no processo de invasão celular e metástase. E, a ação conjunta das 
MMPs, pode degradar a maioria dos componentes da MEC, dentre eles, colágeno 
IV, laminina, fibronectina e proteoglicanos (Figura 12) (ALLINEN et al., 2004; REI-
MERS et al., 2004; NAGASE et al., 2006; DERYUGINA & QUIGLEY, 2006; ISLEKEL 
et al., 2007; VERMA & HANSCH, 2007; BOURBOULIA & STETLER, 2010; KLEIN & 
BISCHOFF, 2011; LOFFEK et al., 2011; GEURTS et al., 2012; SIEFERT & SAR-
KAR, 2012; BONNANS et al., 2014; SHAY et al., 2015; ULOZA et al., 2015). 
Além de fazer parte da homeostasia da MEC, as MMPs estão envolvidas em 
vários processos fisiológicos como: desenvolvimento embrionário, angiogênese, 
ovulação, reprodução, apoptose, migração celular e remodelação tecidual. Porém, a 
atividade aumentada dessas enzimas pode está associada à invasão, proliferação e 
metástase (NAGASE et al., 2006; BREW & NAGASE, 2010; SHAY et al., 2015; U-
LOZA et al., 2015). 





treito controle combinando ativação e inibição. Esse controle é realizado principal-
mente pelos inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs). Até o momento fo-
ram descritos quatro genes que codificam os TIMPs no genoma humano (TIMP-1 a 
4) (VISSE & NAGASE, 2003; NAGASE et al., 2006; GEURTS et al., 2012). Porém, a 
partir do momento que ocorre um desequilíbrio entre os níveis de MMPs e TIMPs, 
ocorre a perda da integridade tecidual. E, o aumento da expressão das MMPs, pode 




Figura 12: Invasão celular. As células tumorais ligam-se à membrana basal, através de receptores 
para laminina e, posteriormente são estimuladas a produzir metaloproteinases, iniciando, assim, a 
fragmentação e degradação da membrana. Por fim, as células migram através da matriz extracelular 






Tabela 3 – Classificação das MMPs 
MMP Nome Descritivo  Principais Substratos 
MMP-1 Colagenase intersticial Colágenos I, II, III 
MMP-2 Gelatinase A Colágenos IV e V, elastina, fibronectina, 
gelatina 
MMP-3 Estromelisina-1 Colágeno IV, pró-colágeno I, laminina 
MMP-7 Matrilisina Caseína, colágeno IV, elastina, fibronec-
tina, laminina, gelatina I 
MMP-8 Colagenase-2  Colágeno I, fibrinogênio, neutrófilo C, 
gelatina 
MMP-9 Gelatinase B Colágenos IV e V, elastina, gelatina I 
MMP-10 Estromelisina-2 Caseína, gelatina 
MMP-11 Estromelisina-3 Ainda não conhecido 
MMP-12 Metaloelastase de macrófago  Fibrinogênio, fator XII 
MMP-13 Colagenase-3 Colágenos I, II e III, fibrinogênio, gelati-
na, fator XII 
MMP-14 Transmembrana-1 Colágenos I, II e III, caseína, fibronecti-
na, fibrinogênio, gelatina 
MMP-15 Transmembrana-2 Fibronectina, laminina 
MMP-16 Transmembrana-3 Pro-MMP-2 
MMP-17 Transmembrana-4 Fibrina, fibrinogênio, gelatina 
MMP-18  Ainda não conhecido 
MMP-19  Caseína, colágeno IV, fibrina, fibronecti-
na, gelatina, laminina 
MMP-20 Enamelisina Amelogenina 
MMP-21  Ainda não conhecido 
MMP-23  Ainda não conhecido 
MMP-24 Transmembrana-5 Gelatina 
MMP-25 Transmembrana-6 Leucolisina Colágeno IV, fibrina, fibro-
nectina, gelatina 
MMP-26 Endometase, Matrilisina-2 Colágeno IV, fibrinogênio, fibronectina, 
gelatina I 
MMP-28 Epilisina  Caseína 





Dentre as várias MMPs, as gelatinases A (MMP-2, 64-72 kDa) e B (MMP-9, 
84-92 kDa), destacam-se por seu envolvimento na degradação dos principais consti-
tuintes da MEC,e, consequentemente contribui com o processo de invasão celular e 
metástase, como demonstrado na (Figura 12) (CURRAN & MURRAY, 2000; NAGA-
SE et al., 2006; PEREIRA et al., 2006; GEURTS et al., 2011; BONNANS et al., 2014; 
DAVIES, 2014; ULOZA et al., 2015; SHAY et al., 2015). 
 
1.4.2 HIALURONIDASES 
Hialuronidases (HYALs) são enzimas que participam da degradação de 
GAGs, principalmente o AH. Essa degradação resulta em fragmentos de tamanhos 
variados dessa molécula que, posteriormente, ligam-se ao receptor de AH, o CD44. 
Meyer (1971), baseando-se no mecanismo de ação dessas enzimas, classificou as 
HYALem três tipos: Hilauronidase 1(HYAL-1), que compreende as Hialuronidases 
testiculares; Hialuronidase 2 (HYAL-2), compreende as hialuronidases bacterianas e 
Hilauronidase 3 (HYAL-3), proveniente de sanguessugas. As HYAL-1 e HYAL-2 são 
as hialuronidases mais bem caracterizadas, sendo que ambas agem em cooperação 
e estão envolvidas na degradação do AH (STERN, 2006; STERN, 2008; EL-
SAFORY et al., 2010; MCATEE et al., 2014). 
Primeiramente, a HYAL-2 degrada o AH de alto peso molecular localizado 
na superfície celular, dando origem a fragmentos de diversos tamanhos. Posterior-
mente, esses fragmentos são degradados pela HYAL-1. Acredita-se que os vários 
fragmentos de oligossacarídeos resultantes dessa degradação podem ter efeitos 
distintos na angiogênese, progressão tumoral e metástase. A interação dinâmica e 
simultânea entre a síntese de AH e sua degradação pode influenciar ainda, na a-
gressividade de células malignas (STERN, 2008; AFRATIS et al., 2012; MCATEE et 
al., 2014).  
As HYALs também participam do aumento da permeabilidade vascular devi-
do á fragmentação do AH, atuam diminuindo a adesão célula-célula, favorecendo 
assim a migração, proliferação, diferenciação e invasão. Está claro que a degrada-





KARJALAINEN et al., 2000; TOOLE, 2004; STERN et al., 2006; STERN, 2008). E 
por conta disso, neste trabalho será verificada a expressão proteica das  hialuroni-
























Embora o câncer seja considerado um problema de saúde pública mundial, os 
mecanismos que regulam o seu desenvolvimento ainda não foram completamente 
compreendidos. No entanto, estudos demonstram que a progressão tumoral depen-
de de muitos fatores, dentre eles, a interação entre as células tumorais e os compo-
nentes da MEC, bem como a capacidade dessas células de migrar e invadir tecidos 
adjacentes (COX & ERLER, 2011; YU et al., 2011;SIEGEL et al., 2015). Durante o 
desenvolvimento tumoral, a degradação da MEC apresenta um papel crucial, princi-
palmente na metástase, que é o processo de colonização de sítios adjacentes a par-
tir do tumor primário. Porém, para que ocorra a metástase, eventos como a degra-
dação da MEC e resistência ao anoikis são necessários, pois, permitem que as célu-
las tumorais migrem através do sistema circulatório e posteriormente passem a in-
vadir tecidos adjacentes (DAVIS & SENGER, 2005; SCHAFER & WERNER, 2008). 
A clivagem das moléculas que constituem a MEC, por enzimas proteolíticas, princi-
palmente as MMPs, altera as interações célula-célula e célula-matriz, favorecendo a 
ativação de sítios que induzem a angiogenese, fator essencial para o desenvolvi-
mento da metástase (DAVIS & SENGER, 2005; FRANTZ et al., 2010; KESSEN-
BROCK et al., 2010; YU et al., 2011;YURCHENCO, 2011). Diante da importância e 
da complexidade das interações entre célula-célula e célula-matriz, estudos sobre os 
componentes da MEC e sua influência no desenvolvimento e progressão tumoral 
apresentam cada vez mais relevância e sua compreensão representa avanços no 
desenvolvimento de novos fármacos para o tratamento do câncer (JARVELAINEN et 
al., 2009; COX & ERLER, 2011). Sendo assim, este trabalho teve como objetivo es-
tudar a expressão e localização de fibronectina, colágeno IV, perlecam e lamini-
na.Bem como, a expressão proteica das  integrinas αvβ3 e α5β1, metaloproteinases 
2 e 9,  hialuronidases 1, 2 e 3, e verificamos ainda, a síntese do ácido hialurônico , 
em células endoteliais resistentes ao Anoikis, com o intuito de tentar compreender a 










2.1 OBJETIVO GERAL 
Buscando entender o papel da matriz extracelular no processo de anoikis, 
este trabalho tem como objetivo estudar comparativamente a expressão de molécu-
las da MEC em células endoteliais de aorta de coelho (EC), EC transfectadas com 
oncogene EJ-ras (EJ-ras EC) e EC resistentes ao anoikis (Adh1-EC e Adh2-EC). 
2.1.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
Assim, células EC, EJ-ras EC, Adh1-EC e Adh2-EC foram estudadas com-
parativamente em relação a: 
 Expressão gênica, localização e expressão proteica das moléculas da 
MEC: fibronectina, colágeno IV e perlecam; 
 Localização e expressão proteica da Laminina; 
 Expressão gênica da integrina β1 e expressão proteica das integrinas α5β1 
e αVβ3; 
 Expressão proteica das metaloproteinases de matriz 2 e 9; 
 Síntese do ácido hialurônico; 


















3 MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1 MATERIAIS 
3.1.1 OBTENÇÃO DAS LINHAGENS CELULARES 
Para obtenção dos clones Adh-EC, células endoteliais selvagens (EC) foram 
sujeitas a transformação por bloqueio de adesão ao substrato. Onde células endote-
liais selvagens, provenientes da aorta de coelho EC, foram plaqueadas em uma pla-
ca contendo 1% de agarose (durante 96 horas). As células que sobreviveram a esse 
processo foram plaqueadas em uma placa normal sem agarose (contendo F12 a-
crescido de 10% soro fetal bovino)  até sua subconfluência. Esse ciclo de desadesão 
celular foi repetido cinco vezes, onde foram obtidos 96 clones, posteriormente,  fo-
ram escolhidos 6 clones e inoculados em camundongos e observamos caracteristi-
cas metástaticas. Desses 6 clones foram escolhidos 2 e passaram a ser denomina-
dos de Adh-1 EC e Adh-2 EC (CARNEIRO et al., 2014) (Figura 13). O clone EJ-ras 
EC foi obtido pela transfecção de células selvagens (EC) com o oncogene EJ-ras 
(Lopes et al., 2006). Sendo assim, neste estudo foram utilizadas as seguintes linha-
gens celurares: células endoteliais de aorta de coelho (EC) (BUONASSISI & COL-
BURN, 1980), EC transfectadas com oncogene EJ-ras (EJ-ras-EC) (LOPES et al., 
2006) e EC resistentes ao anoikis (Adh-EC) (Carneiro et al., 2014). Todas as linha-
gens foram cultivadas em meio F-12 enriquecido com 10% de soro fetal bovino 
(SFB) e penicilina (10.000U/L) / estreptomicina (10mg/L). Para EJ-ras EC o meio foi 






              Figura 13: Ensaio de bloqueio da adesão celular. Adaptado de Carneiro et al., 2014. 
 
3.1.2. MEIOS DE CULTURA E ANTIBIÓTICOS 
Para o cultivo das células utilizou-se meio F-12, uma mistura de nutrientes 
com L-glutamina, sem bicarbonato de sódio, proveniente da Sigma Aldrich (St. 
Louis, USA). Para cada litro de meio preparado foi acrescentado 1, 2g de bicarbona-
to de sódio, conforme orientação do fabricante. Soro Fetal Bovino (SFB) (Vitro-
cell Embriolife - Campinas, BR) foi adicionado ao meio F-12 na proporção de 10%.  
Os antibióticos penicilina/estreptomicina (VitrocellEmbriolife - Campinas, 
BR), foram utilizados respectivamente nas concentrações de 10.000U e 10mg para 
cada litro de meio. Higromicina (Calbiochem® - Merck Millipore - Massachusetts, 







3.1.3. OUTRAS SOLUÇÕES   
Solução EBSS (solução salina balanceada de Earle sem cálcio e sem (Mag-
nésio) preparada com 6,8g NaCl; 0,4g KCl; 1,14g Na2HPO4; 0,2g KH2PO4; 0,14g 
Na2HPO4; 2,2g NaHCO3; 1,0g D-glucose e 0,01g de vermelho de fenol em um litro 
de água.   
Solução PBS (Tampão Salina Fosfato) sem cálcio e sem magnésio contendo 
7,2g de NaCl; 1,48g Na2HPO3 e 0,43g KH2PO4 pH 7,4.    
Tampão de lise para extração de proteína, contendo 0,15M de NaCl; 0,01M 
de EDTA; 0,05M de Tris; 0,5% de Deoxicolato, 1% de Triton-X-100 e coquetel inibi-
dor de protease e fosfatase.  
Tampão de amostra para Western Blotting, contendo 8% de SDS; 250mM de 
Tris pH 6,8; 40% de glicerol; 1,6mg/mL de Bromofenol Blue e 10% de -
Mercaptoetanol.   
Tampão de corrida para Western Blotting, preparado com 3,03g de Tris; 
14,4g de glicina e 1,0g de SDS.  
Tampão de transferência para Western Blotting, preparado com 3,03g  de 
Tris; 14,4g de glicina; 0, 2g de SDS e 20% de metanol.    
TBS-T (Tris-buffered saline) preparada com 8g de NaCl; 0,2g de KCl, 3g de 
Tris e 0,05% de Tween 20.   
Tampão de trabalho (Tris-HCl 0,05 M, pH 7,75 + albumina bovina 1%). Solu-
ção de estreptavidina marcada com európio (WallacOy, Turku, Finlândia). 
Solução amplificadora da fluorescência (EnhancementSolution, WallacOy, 
Turku, Finlândia). 
Essas soluções foram preparadas em nosso laboratório utilizando  água dei-







Pancreatina liofilizada 4x USP (25g de pancreatina USP e 8,5g de NaCl/L), 
comercialmente encontrada sob o nome de Viocase (Gibco® - Life Technologies -
 Grand Island, USA). Esta enzima é extraída do pâncreas suíno, sendo na realidade 
um coquetel enzimático formado por colagenases, elastases, esterases, nucleases e 
peptidases.  
Alcalase, endopeptidase bacteriana produzida a partir do Bacillus lichenfor-
mis da Novozyme® A/S (Dinamarca, DK).  
Solução tripsina/EDTA (tripsina 2,5 mg/L) da Vitrocell (Campinas, SP, BR).   
 
3.1.5. ANTICORPOS, MARCADORES E PROTEÍNAS 
 Anticorpo policlonal IgG de coelho, Anti-Fibronectina (cód: 2413) (Abcam- 
Cambridge, USA); 
 Anticorpo policlonal IgG de coelho, Anti-Colágeno IV (cód: 6586) (Abcam- 
Cambridge, USA); 
 Anticorpo policlonal IgG de coelho, Anti-Laminina (cód: 11575) (Abcam- 
Cambridge, USA); 
 Anticorpo monoclonal IgG de rato, Anti-Heparam Sulfato Proteoglicano 
(Perlecam- clone A7L6) (cód: 1948P) (Merck Millipore Corp. - Bedford, USA);  
 Anticorpo monoclonal IgG de coelho, Anti-MMP2 (cód: 4028) 
(Cell Signaling – Danvers, USA);  
 Anticorpo monoclonal IgG de coelho, Anti-MMP9 (cód:3852) 
(Cell Signaling – Danvers, USA);   
 Anticorpo monoclonal IgG de coelho, Anti-integrina αv (cód:kit- 4749) 





 Anticorpo monoclonal IgG de coelho, Anti-integrina β3 (cód:kit- 4749) 
(Cell Signaling – Danvers, USA);   
 Anticorpo monoclonal IgG de coelho, Anti-integrina α5 (cód:kit- 4749) 
(Cell Signaling – Danvers, USA);  
 Anticorpo monoclonal IgG de coelho, Anti-integrina β1 (cód:kit- 4749) 
(Cell Signaling – Danvers, USA);   
 Anticorpo monoclonal IgG coelho,  Anti-Hialuronidase-1 (cód: 99448) 
(Santa Cruz - Dallas, USA);  
 Anticorpo monoclonal IgG coelho,  Anti-Hialuronidase-2 (cód: 99022) 
(Santa Cruz - Dallas, USA);  
 Anticorpo monoclonal IgG de cabra, Anti-Hialuronidase-3 (cód: 49211) 
(Santa Cruz - Dallas, USA) ; 
 Anticorpo monoclonal IgG de coelho, Anti--Actina (cód:04-1116)(Merck 
Millipore Corp. - Bedford, USA); 
 Anticorpo monoclonal  IgG  de  coelho,  Anti-GAPDH  (Cell Signaling  –  
Danvers, USA). 
 Anticorpo secundário Anti-coelho lgG conjugado com HRP (cód: A6154) 
(Sigma-Aldrich - St. Louis, USA); 
 Anticorpo secundário Anti-rato IgG conjugado com HRP (cód:7077S) ( 
CellSignaling-Danvers, USA); 
 Anticorpo secundário Anti-camundongo IgG conjugado com HRP (cód: 
A4416) (Sigma-Aldrich - St. Louis, USA); 
 Anticorpo secundário Anti-coelho IgG conjugado com “Alexa Hilyte Fluor 





 DAPI (4´6-diamidino-2-fenilindol, dihidrocloreto) da Life Technologies (São 
Paulo, SP, BR); 
 Proteína de ligação específica para o Ácido Hialuronico, extraída de 
cartilagem bovina e usada tanto como “coat” adsorvida em placa de ELISA (Fluoro-
Nunc, Roskilde, Dinamarca) ou como “sonda” biotinilada. 
 Kit BCA Protein Asay (Thermo Fisher Scientific Inc. - Rockford, USA);   
 
3.1.6. REAGENTES DE BIOLOGIA MOLECULAR   
 Kit para RT-PCR ImProm-IITM Reverse Transcriptase (Promega - Madison, 
USA);   
 Reagente Trizol®  (Life Technologies - New York, USA);  
 SYBR® - Green PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific Inc. - Rockford, 
USA);   
 Substrato quimioluminescente (à base de luminol), Super Signal West Pico 
(Thermo Fisher Scientific Inc. - Rockford, USA). 
 Coquetel inibidor de protease e fosfatase (Thermo Fisher Scientific Inc. - 
Rockford, USA). 
 
3.1.7. OUTROS REAGENTES E MATERIAIS   
 Paraformaldeído (Electron Microscopy Sciences – Hatfield, USA). 
  Dimetilsulfóxido (DMSO), álcool isopropílico, ácido clorídrico, metanol, álcool 
etílico e Tween 20 (Synth – Diadema, BR).  
 Albumina sérica bovina (BSA), dodecil sulfato de sódio (SDS), Deoxicolato, 





 Filtros para 500 mL com membrana de acetato de celulose 0, 22 µm, Mode-
lo 25942 (Corning® Costar® - Nova York, USA); filtros para 150 mL com 
membrana de acetato de celulose de 0,22 µm, modelo Sterilfil D-6S (Merck 
Millipore Corp. - Bedford, USA).  
   NaCl; KCl; Na2HPO4; KH2PO4; Na2HPO4; NaHCO3; D-glucose; vermelho 
de fenol, Na2HPO3; KH2PO4; EDTA; glicerol (Synth – Diadema, BR).   
 Tris, acrilamida, bis-acrilamida (INLAB – São Paulo, BR).  
 Bromofenol Blue, β-Mercaptoetanol, Saponina, persulfato de amônio 
(Calbiochem® - Merck Millipore - Massachusetts, USA). 
 Garrafas de cultura de 150 cm2 da Corning® Costar® (New York, USA).  
 Placas multipoços para cultura com 24 da Corning® Costar® (Nova 
York, USA).   
 Placas multipoços para cultura com 96 poços Corning® Costar® (Nova 
York, USA).  
  Placas para cultura de poliestireno de 35 x 10 mm (p35), 60 x 10 mm (p60) e 
100 x 15 mm (p100) (Corning® Costar® - New York, USA). 
   Placa de 96 poços para PCR tempo em real (Thermo Fisher Scientific Inc. -
 Rockford, USA).  
 Camara de Neubauer (Precicolor HBG, DE).  
 Membrana de nitrocelulose (Thermo Fisher Scientific Inc. - Rockford, USA).  







3.1.8. EQUIPAMENTOS   
Além dos equipamentos normalmente utilizados em laboratório como, por 
exemplo, balança analítica, peagâmetro, agitador magnético, foram utilizados os se-
guintes aparelhos:  
 Autoclave vertical e horizontal da Fabbe (São Paulo, BR). 
 Banhos de temperatura constante, da Quimis (Diadema, BR).  
 Fluxo laminar horizontal, da Veco (Campinas, BR). 
 Incubadora de temperatura controlada e atmosfera de CO2 (MCO - 19 AIC 
(UV)) da Sanyo Electric Co. Ltda. (San Diego, USA).   
  Lâmpada de U.V. de alta intensidade modelo UVG-11, Ultra-Vio-
let Products Inst (San Gabriel, USA).    
 Leitor ELISA da Biochrom modelo EZ Read 400, Microplate Reader (Berlin, 
DE).  
  Microscópio confocal Leica TCS SP8 da Leica Microsystems (Wetzlar, DE). 
 Microscópio de luz invertida Primo Vert Monitor da Carl Zeiss (Oberkochen, 
DE).  
  Termociclador 7500 Real-Time PCR System da Applied Biosystems (Foster 
City, USA).  
  Purificador de água modelo Milli-QTM Water System, da Merck Millipore Corp. 
(Bedford, USA).   
 Termociclador modelo LifePro da BIOER (Hangzhou, CN).  






 Centrífuga refrigerada para microtubo da Hermle (Gosheim, DE).  
 Fotodocumentador Alliance Mini 4M da Uvitec (Cambridge, UK).  
 Fonte de corrente contínua reguláveis PowerPac, cubas para eletrofore-
se Mini-PROTEAN Tetra System da Bio-Rad (Hercules, USA). 
 
4. MÉTODOS   
4.1 MANUTENÇÃO DE CULTURA CELULAR  
As linhagens celulares foram mantidas em meio de cultura F-12 suplemen-
tado com 10% de soro fetal bovino e penicilina/estreptomicina, respectivamente, 
10.000U e 10mg para cada litro de meio, para EJ-ras EC, o meio foi acrescido de 
antibiótico higromicina (0,1mg/mL). 
O meio foi preparado dissolvendo-se F-12 em pó em água deionizada em 
sistema Milli-QTM Water System, acrescentando-se 1,2g de bicarbonato de sódio, 
10.000U de penicilina e 10 mg de estreptomicina para cada litro de meio. Depois de 
dissolvido, o meio foi esterilizado por filtração em filtros de acetato de celulose com 
0,22µm e armazenado a 4C. Para a manutenção e subcultivo das células, o meio 
foi enriquecido com 10% de soro fetal bovino.   
As células foram mantidas a 37C sob atmosfera de 2,5% de CO2. Para 
o subcultivo das células, foi preparada uma solução de pancreatina (2,5%) diluída na 
proporção 1:10 em EBSS.    
Ao atingir confluência (aproximadamente 3,0 x 106 células por placa de 100 
mm x 20 mm), o meio de cultura foi removido e a placa lavada com solução EBSS. 
Em seguida, foi acrescentada a solução de pancreatina (1mL por placa de 100 mm x 
20 mm), e a placa mantida na incubadora a 37C durante aproximadamente 20 mi-
nutos (tempo necessário para que as células se desprendam). As células fo-
ram ressuspensas, cuidadosamente, várias vezes com auxílio de uma micropipe-





do meio F-12 enriquecido com 10% de SFB. O meio foi substituído no dia seguinte 
ao subcultivo, e trocado a cada 2 dias. 
 
4.2 WESTERN BLOTTING    
As células foram lisadas por 2 horas a 4°C, usando o tampão de li-
se, previamente descrito, contendo inibidores de protease e fosfatase. O extrato foi 
clarificado por centrifugação a 14.000 rpm por 15 min e a concentração de proteína 
foi determinada utilizando-se o kit BCA Protein Assay (Thermo Scientific), conforme 
descrição do fabricante. O precipitado foi descartado e, ao sobrenadante, foi adicio-
nado o tampão de amostra previamente descrito. As amostras foram aquecidas a 
95°C por 5 minutos e aplicadas em gel de poliacrilamida 10% contendo SDS (SDS-
PAGE). Após a eletroforese, foi realizada a transferência para membranas de nitro-
celulose ou PVDF, as quais foram bloqueadas por 1 hora com albumina sérica bovi-
na 5% (BSA) diluída em TBS-T. Após o bloqueio dos sítios inespecíficos, as mem-
branas foram incubadas overnight com os anticorpos primários diluídos segundo as 
orientações do fabricante. Posteriormente, o anticorpo primário foi removido, as 
membranas foram lavadas três vezes com TBS-T e logo em seguida foram incuba-
das com anticorpos secundários, conjugados com peroxidase, diluídos em TBS-T 
(1:10000) por 1 hora. Após esse tempo, as membranas foram lavadas três vezes 
com TBS-T e a quimioluminescência foi detectada pelo fotodocumentador Alliance 
Mini 4M da Uvitec. Os dados foram quantificados utilizando o programa UVIBAND 
MAX v15. 03b (UVITEC - Cambridge, UK). 
 
4.3 IMUNOFLUORESCÊNCIA 
Cerca de 10.000 células EC, EJ-ras EC, Adh1-EC e Adh2-EC fo-
ram subcultivadas em lamínulas circulares de 13 mm de diâmetro e mantidas a 
37ºC e 2,5% de CO2 por 48 horas. Posteriormente, o meio de cultura foi removido 
e as células foram lavadas 2 vezes com PBS gelado, fixadas-











com PBS; 1 vez com PBS contendo 0,1M de Glicina e duas vezes com PBS. As 
células foram incubadas com os seguintes anticorpos primários: Anticorpo poli-
clonal IgG de coelho, Anti-Fibronectina (cód: 2413) (Abcam-Cambridge, USA), 
anticorpo policlonal IgG de coelho, Anti-Colágeno IV (cód: 6586) (Abcam-Cam-
bridge, USA), anticorpo policlonal IgG de coelho, Anti-Laminina (cód: 11575) (Ab-
cam - Cambridge, USA) e anticorpo monoclonal IgG de rato, Anti-Heparam Sul-
fato Proteoglicano (Perlecam-clone A7L6) (cód: 1948P) (Merck Millipore Corp. -
 Bedford, USA). Estes anticorpos foram diluídos em PBS contendo BSA 
2,5%.Cerca de 15μL da solução com anticorpo foi adicionada sobre a superfície 
de um parafilme e as lamínulas foram invertidas sobre esta solução em um sis-
tema de câmara úmida para evitar o ressecamento. Posteriormente, as lamínulas 
foram lavadas 2 vezes em PBS e incubadas por 1 hora com o anticorpo secundá-
rio “Goat anti-rabbit IgG” conjugado com Alexa HilyteFluorTM 594- verme-
lho (AnaSpec - Fremont, USA) diluído em PBS. 
Para a coloração do núcleo, as células foram incubadas com DAPI (4´6-dia-
midino-2-fenilindole, dihidrocloride) (Molecular Probes) 1:10.000 em PBS com 0,1% 
de saponina (Sigma Chemical Co. - St. Louis, MO, EUA) por 30 minutos no escuro. 
A seguir, as células foram lavadas 3 vezes em PBS. 
As lamínulas foram montadas em lâminas histológicas com Fluoromount-G 
(EMS – ElectronMicroscopy Science, Washington, PA, EUA) e analisadas em mi-
croscópio confocalLeica TCS SP8 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha).  
 
4.4 QUANTIFICAÇÃO DO ÁCIDO HIALURÔNICO PELO MÉTODO FLUORIMÉ-
TRICO ELISA-LIKE 
A quantificação do ácido hialurônico (AH) foi realizada por meio de um en-
saio fluorimétrico não competitivo ELISA-like, conforme foi descrito por Martins et al 
(2003). Este método detecta de dois a 500 µg/L de ácido hialurônico presentes nas 
amostras. A sonda é isolada de cartilagem nasal bovina e é constituída da região 
globular do agregam (proteoglicano formado por um esqueleto proteico ao qual se 





ácido hialurônico. A sonda é usada imobilizada em placas de ELISA, à semelhança 
de um anticorpo de captura como sonda biotinilada, funcionando nesse último caso, 
como um anticorpo secundário, como mostra a Figura 14. 
 
Figura 14: Representação esquemática do ensaio fluorimétrico para a quantificação de ácido 
hialurônico. A) Placas 96 poços MaxiSorp/FluoroNUNC
TM
  foram revestidas com a proteína de liga-
ção do ácido hialurônico; B) As amostras da fração das células em estudo foram adicionadas a placa 
contendo a proteína de ligação; C) Adição de biotina conjugada com a proteína de ligação; D) Reve-
lação com estreptavidina marcada com európio E) Após a liberação do európio com solução “enhan-
cement” a fluorescência final foi quantificada em fluorímetro. Adaptado de Martins et al., 2003. 
 
As células EC, EJ-ras EC, Adh1-EC e Adh2-EC foram cultivadas até atingi-
rem confluência em placas de cultura de 35 mm de diâmetro. A concentração do á-
cido hialurônico foi determinada apartir do extrato celular, usando método desenvol-
vido por MARTINS e colaboradores (2003).  
Resumidamente, uma proteína de ligação específica para o AH foi extraída 
de cartilagem bovina e usada tanto como “coat” adsorvida em placa de ELISA (Fluo-





ng/mL) de AH de Streptococcus sp e as amostras proteolisadas e inativadas pelo 
calor são diluídas em tampão de trabalho (Tris-HCl 0,05 M, pH 7,75 + albumina bo-
vina 1%), e colocadas, em triplicatas (100 µl/poço), em placas de ELISA previamente 
revestidas com a proteína de ligação (1µg/mL em tampão carbonato 0,06 M, pH 9), e 
deixadas em repouso por 18 horas a 4o C. Após 12 lavagens com tampão de lava-
gem,  segue-se incubação de duas horas com a proteína de ligação marcada com 
biotina. Terminada essa etapa, a placa foi novamente lavada 12 vezes com o tam-
pão de lavagem e fez-se uma incubação de 40 minutos com estreptavidina marcada 
com európio (WallacOy, Turku, Finlândia). Após a lavagem da placa (12 vezes) foi 
adicionada uma solução amplificadora da fluorescência (Enhancement Solution, 
WallacOy, Turku, Finlândia) e a placa foi deixada sob agitação por 2 minutos, tempe-
ratura ambiente. Ao final, a placa foi colocada em um fluorímetro (Victor 2, WallacOy, 
Turku, Finlândia) para a determinação da fluorescência emitida. Um programa de 
cálculo (Multicalc, WallacOy, Turku, Finlândia) interpreta os dados (contas/s), forne-
cendo os resultados da concentração do AH em ng/mL. O resultado final foi corrigido 
pela massa de proteína presente no extrato celular, ou seja, ng/mg proteína. 
 
4.5 PCR QUANTITATIVO (qPCR) 
4.5.1 EXTRAÇÃO DE RNA TOTAL, QUANTIFICAÇÃO DO RNA E OBTEN-
ÇÃO DE cDNA POR RT-PCR   
Os RNAs das linhagens celulares em estudo foram isolados com reagen-
te Trizol®. As concentrações foram quantificadas a 260nm (RNA) utilizando o espec-
trofotômetro NanoDrop ND-1000. O RT-PCR foi preparado usando o kit ImProm-
IITM Reverse Transcriptase de acordo com as instruções do fabricante.    
Para a reação foram adicionados 2µg de RNA total, 0,5 mM de Oligo(dT) e 
água livre de RNase para um volume final de 5 µL. As amostras foram incubadas a 
70ºC por 5 minutos, seguida de incubação por 5 minutos a 4ºC no termociclador Life 
Pro. Após a incubação, uma mistura contendo 1µL de dNTP mix (concentração final 
de 0,5 mM), 1 µL da enzima transcriptase reversa, 4 µL de tampão, 3 µL de MgCl2 e 





os microtubos foram recolocados no termociclador com o seguinte programa de ci-
clagem: um ciclo de 25ºC por 5 minutos, 42ºC por 60 minutos, 70ºC por 15 minutos e 
por fim, incubação à 4ºC até o momento do uso. O cDNA obtido como produto tam-
bém foi quantificado utilizando o espectrofotômetro NanoDrop ND1000.  
4.5.2 PCR EM TEMPO REAL (qPCR) 
A reação foi realizada utilizando-se o reagente SYBR® - Green PCR Master 
Mix no sistema ABI PRISM 7500 Real Time PCR System. As reações foram feitas 
em triplicata em placas de 96 poços, próprias para tempo real. Para a reação foram 
utilizados 1,5 µL de cDNA (500ng), 6 µL de PCR Master Mix contendo SYBR® - 
Green, 0,25 µL de primer sense (10 µM), 0,25 µL de primer antisense (10 µM), e 4 
µL de água livre de RNase para volume final de 12 µL por poço. Os ciclos das rea-
ções consistiram em aquecimento prévio de 95ºC por 10 minutos, seguido de 40 ci-
clos de 95ºC por 15 segundos, 60ºC por 1 minuto e 72ºC por 30 segundos. 
Foi utilizado o GAPDH como controle endógeno e as sequencias utilizadas 
estão descritas abaixo: 
 Fibronectina:  
Sense, 5′-CCTATGGAGAAACAGGAGGAAATAG-3’    
Anti-sense, 5′-CAG CGT ACA CAG TGA TGG TAT AG -3’   
 Colágeno IV  
Sense, 5′ GGT GAT GCT GCC AGT GAG TT-3’ 
Anti-sense, 5′- CTA CCT GGC TCA CCC TTT GG-3’ 
 Perlecam:  
Sense, 5′-GCC TCG AGC ACC TCT CGG AAC T 3’   
Anti-sense, 5′-CTC AGG AGA CGA CCT GGG CAG T-3’ 
 Integrina β1 
Sense, 5′- ACG GGA AAC TTG GTG GTA TT-3’ 
Anti-sense, 5′- GTG GGC AAT AGA AGG GTA GTC -3’ 
 GAPDH   
Sense (5’-CGC TTC GCT CTC TGC TCC TCC-3’)   














5 ANÁLISE ESTATÍSTICA   
Para verificar a significância das diferenças entre os grupos experimentais 
foi utilizada análise de variância (ANOVA), sendo os dados apresentados como mé-































6. RESULTADOS E DISCUSSÕES   
 
6.1  LOCALIZAÇÃO E EXPRESSÃO DE MOLÉCULAS DA MEC EM CÉLULAS 
ENDOTELIAIS RESISTENTES AO ANOIKIS 
A localização de fibronectina, colágeno IV, perlecam e laminina foi determi-
nada pela ténica de imunofluorescência. Para análise da expressão gênica dessas 
moléculas e também da integrina β1 utilizou-se atécnica de qPCR. Para a expressão 
proteica de fibronectina, colágeno IV, perlecam, laminina, integrinas αvβ3 e α5β1, 
metaloproteinases 2 e 9, e as hialuronidases 1, 2 e 3 foi utilizada a técnica de Wes-
tern Blot. E, por fim, a síntese de ácido hialurônico (AH) foi analisada pelo ensaio 
fluorimétrico. Todas essas técnicas foram descritas em métodos eos resultados obti-
dos serão descritos a seguir. 
6.1.1 FIBRONECTINA (FN) 
A Figura 15A  mostra a expressão gênica de fibronectina, onde observamos  
uma dimuição significativa na expressão gênica desta molécula nos clones resisten-
tes ao anoikis (Adh1-EC e Adh2-EC) e nas células transfectadas com o oncogene 
EJ-ras (EJ-ras EC) quando comparados à células selvagens (EC). Estes resultados 
foram confirmados por western Blot (Figura 15B). A Figura 15C  mostra a localização 
da fibronectina (vermelho) e do núcleo celular (azul). Como é possível observar, a 
FN encontra-se localizada na matriz extracelular de todas as linhagens celulares em 
estudo porém, observa-se claramente uma diminuição na expressão desta molécula 
nos clones resistentes ao anoikis e nas células transfectadas com o oncogene EJ-
ras, quando comparados à células selvagens (EC).  
A FN, principal molécula de adesão da matriz intersticial, tem atraído o inte-
resse na pesquisa do câncer, devido ao seu papel na progressão tumoral. Intera-
ções entre essa molécula e a integrina α5β1 influenciam diversos comportamentos 
celulares (fisiológicos e patológicos) dentre eles, a embriogênese, cicatrização de 
feridas, migração e metástase. Estudos anteriores relatam que a degradação dessa 
molécula durante o desenvolvimento tumoral facilita a migração celular e promove a 
invasão de células tumorais (MOHRI, 1996; ARMSTRONG & ARMSTRONG, 2000; 






Figura 15: Expressão gênica, expressão proteica e localização de fibronectina. A) Expressão 
gênica de fibronectina por PCR em EC, EJ-ras EC, Adh1-EC e Adh2-EC. O ensaio foi realizado em 
triplicata,como descrito em Métodos. B) Expressão proteica de fibronectina, por western blot, nas 
células EC, EJ-ras EC, Adh1-EC e Adh2-EC.O ensaio foi realizado em duplicata. C) Expressão e 
localização de fibronectina (vermelho) por imunofluorescência em células EC, EJ-ras EC, Adh1-EC e 
Adh2-EC. As imagens referentes à imunofluorescência foram obtidas por microscopia confocal (Leica) 
com a objetiva de 63x. A partir da delimitação da área de interesse, as imagens foram obtidas em 
galeria e, o software Leica/Aquistion, promoveu a análise em 3D pela soma do conjunto das “fatias” 
frontais e verticais. Em seguida as imagens foram analisadas pelo software Leica Application Suite-
Advanced Fluorescence Lite 2.6.0 build 7266. Barra de escala de 20 μm. O ensaio foi realizado em 
triplicata; (EC: célula endotelial de aorta de coelho (selvagem); EJ-ras EC: EC transfectada com o 





6.1.2 COLÁGENO IV (COL IV) 
A Figura 16A  mostra a expressão gênica de colágeno IV, onde observamos  
um aumento na expressão gênica desta molécula nos clones resistentes ao anoikis 
(Adh1-EC e Adh2-EC) e nas células transfectadas com o oncogene EJ-ras (EJ-ras 
EC) quando comparados à células selvagens (EC). No entanto, a expressão proteica 
desta molécula (Figura 16B) encontra-se diminuída nas células resistentes ao anoi-
kis e nas células transfectadas. A Figura 16C mostra a localização do colágeno IV 
(vermelho) e do núcleo celular (azul).  Assim como a fibronectina, o COL IV encon-
tra-se localizado na MEC de todas as linhagens celulares em estudo, sendo obser-
vada uma menor expressão dessa molécula nos clones resistentes ao anoikis e nas 
células transfectadas em relação às células endoteliais selvagens (EC).  
O colágeno tipo IV é a principal molécula estrutural da membrana basal e, 
quando essa molécula é degradada, atua favorecendo a proliferação e migração cé-
lular durante a transformação tecidual. Esse mecanismo de degradação deve-se 
principalmente a ação de enzimas proteolíticas como as MMPs, que clivam essa mo-
lécula dando origem à fragmentos que podem desempenhar funções distintas, den-
tre elas, a angiogênese, bastante comum em células tumorais que possuem alta ca-
pacidade de migração, proliferação, diferenciação celular, invasão celular e metásta-
se. Estudos relatam que, o aumento e/ou a diminuição da expressão dessa molécula 
pode estar relacionado com o desenvolvimento tumoral (SANES & JOSHUA et al., 
1990; BOUTAUD et al., 2000; EYDEN & TZAPHLIDOU, 2001; EYDEN & TZAPHLI-
DOU, 2001; KHOSHNOODI et al., 2008; SHOULDERS & RAINES, 2009; GORDON 








Figura 16: Expressão gênica, expressão proteica e localização do colágeno IV. A) Expressão 
gênica de Colágeno IV por PCR em EC, EJ-ras EC, Adh1-EC e Adh2-EC.O ensaio foi realizado em 
triplicata. B) Expressão proteica de colágeno IV, por western blot, em células EC, EJ-ras EC, Adh1-
EC e Adh2-EC. O ensaio foi realizado em duplicata. C) Expressão e localização de colágeno IV (ver-
melho) por imunofluorescência em células EC, EJ-ras EC, Adh1-EC e Adh2-EC. As imagens referen-
tes à imunofluorescência foram obtidas por microscopia confocal (Leica) com a objetiva de 63x. A 
partir da delimitação da área de interesse as imagens foram obtidas em galeria, o software Lei-
ca/Aquistion promoveu a análise em 3D pela soma do conjunto das “fatias” frontais e verticais. As 
imagens foram analisadas com o software Leica Application Suite-Advanced Fluorescence Lite 2.6.0 
build 7266. Barra de escala de 20 μm. O ensaio foi realizado em triplicata. EC: célula endotelial de 
aorta de coelho (selvagem); EJ-ras EC: EC transfectada com o oncogene EJ-ras; Adh1-EC e Adh2-







A Figura 17A  mostra a expressão gênica de perlecam, onde observamos  um 
aumento na expressão gênica deste proteoglicano nos clones resistentes ao anoikis 
(Adh1-EC e Adh2-EC) e nas células transfectadas com o oncogene EJ-ras (EJ-ras 
EC) quando comparados à células selvagens (EC). Estes resultados foram confir-
mados por western Blot (Figura 17B). A Figura 17C  mostra a localização do perle-
cam (vermelho) e do núcleo celular (azul). Como é possível observar, a FN encontra-
se localizada na matriz extracelular de todas as linhagens celulares em estudo po-
rém, observa-se claramente uma diminuição na expressão desta molécula nos clo-
nes resistentes ao anoikis e nas células transfectadas com o oncogene EJ-ras, 
quando comparados à células selvagens (EC).  
O aumento na expressão do perlecam em Adh1-EC, Adh2-EC e EJ-ras EC 
pode estar relacionado com o fato deste proteoglicano favorecer o processo de an-
giogênese, que é fundamental no desenvolvimento tumoral,invasão e metástase. O 
perlecam é um importante componente da membrana basal de células endoteliais e, 
também, encontra-se presente no estroma de alguns tumores, contribuindo para o 
comportamento invasivo (JIANG & COUCHMAN, 2003). 
Tanto o core proteico como as cadeias de HS desse proteoglicanos são ca-
pazes de interagir com diversas moléculas da MEC, como a FN, COL IV e a LN 
e,também, com moléculas da superfície celular (integrinas), desencadeando proces-
sos como a sinalização, proliferação e diferenciação celular (FARACH & CARSON 
2007; ZOELLER et al., 2009; IOZZO & SANDERSON, 2011; FARACH et al., 2014). 
Além disso, o perlecam atua como co-receptor para diversos fatores de 
crescimento, como por exemplo, VEGF eFGF-2, que são fatores pró-angiogênicos. 
Outro fator que deve ser levado em consideração é a secreção de enzimas proteolí-
ticas, que clivam essa molécula em fragmentos menores e também induzem a angi-
ogênese e, consequentemente o desenvolvimento metastático (IOZZO RV & SAN 
ANTONIO, 2001; JIANG & COUCHMAN, 2003; ZHOU et al., 2004; IOZZO et al., 







Figura 17: Expressão gênica, expressão proteica e localização de perlecam. A) Expressão gêni-
ca de perlecam por PCR em EC, EJ-ras EC, Adh1-EC e Adh2-EC.O ensaio foi realizado em triplicata. 
B) Expressão proteica de perlecam por western blot em células EC, EJ-ras EC, Adh1-EC e Adh2-EC. 
O ensaio foi realizado em duplicata. C) Expressão e localização de Perlecam (vermelho) por imuno-
fluorescência em células EC, EJ-ras EC, Adh1-EC e Adh2-EC. As imagens referentes à imunofluo-
rescência foram obtidas por microscopia confocal (Leica) com a objetiva de 63x. A partir da delimita-
ção da área de interesse, as imagens foram obtidas em galeria e o software Leica/Aquistion promo-
veu a análise em 3D pela soma do conjunto das “fatias” frontais e verticais. Em seguida as imagens 
foram analisadas através do software Leica Application Suite-Advanced Fluorescence Lite 2.6.0 build 
7266. Barra de escala de 20 μm. O ensaio foi realizado em triplicata. EC: célula endotelial de aorta de 
coelho (selvagem); EJ-ras EC: EC transfectada com o oncogene EJ-ras; Adh1-EC e Adh2-EC: EC 






6.1.4 LAMININA (LN) 
A Figura 18A mostra a expressão proteica da glicoproteína laminina, onde foi 
observado um aumenta na expressão desta molécula nos clones resistentes ao a-
noikis (Adh1-EC e Adh2-EC) e em células transfectadas com oncogene EJ-ras (EJ-
ras EC) quando comparados à células selvagens (EC). A Figura 18B mostra a locali-
zação da laminina (vermelho) e do núcleo celular (azul). A LN também encontra-se 
localizada na MEC de todas as linhagens em estudo. Foi observado um aumento na 
expressão dessa molécula nos clones resistentes ao anoikis e em células transfec-
tadas com oncogene EJ-ras quando comparados à células selvagens. 
A laminina é considerada a principal molécula de adesão presente na mem-
brana basal e possui atividades biológicas capazes de estimular a proliferação tanto 
de células normais quanto de células tumorais. Durante o desenvolvimento tumoral, 
as células neoplásicas aderem à membrana basal através de receptores para lami-
nina e, posteriormente, são estimuladas a produzir enzimas proteolíticas que clivam 
os principais constituintes da MB (laminina, colágeno IV e perlecam) degradando 
essa estrutura e favorecendo o processo de invasão celular (ENGBRIN & KLEIN-
MAN, 2003; KARIYA & MIYAZAKY, 2004; MIYAZAKI, 2006; KIKKAWA et al., 2013; 
HOREJS et al., 2014). 
Dentre as cadeias que constituem a LN, a cadeia γ encontra-se superex-
pressa durante o desenvolvimento tumoral, sendo considerada pela literatura como 
um marcador de crescimento tumoral, invasão e metástase. Estudos sugerem que a 
clivagem dessa molécula, realizada principalmente pelas MMPs 2 e 9, faz com que 
sítios crípticos sejam liberados e passem a excercer funções distintas daquelas a-
presentadas por essa molécula intacta, dentre elas a angiogênese (ENGBRIN & 
KLEINMAN, 2003; KARIYA & MIYAZAKY, 2004; MIYAZAKI, 2006; KIKKAWA et al., 









Figura 18: Expressão proteica e localização de laminina. A) Expressão proteica referente à cadeia 
γ da laminina por western blot em células EC, EJ-ras EC, Adh1-EC e Adh2-EC. Para a realização 
desse ensaio foi utilizado um anticorpo policlonal que detecta vários epítopos dessa molécula. Porém, 
o resultado de Western Blot A), refere-se especificamente à expressão proteica da cadeia γ da lami-
nina, onde os valores foram normalizados pelo marcador endógeno GAPDH.O ensaio foi realizado 
em duplicata.B) Expressão e localização de laminina (vermelho) por imunofluorescência em células 
EC, EJ-ras EC, Adh1-EC e Adh2-EC. As imagens referentes à imunofluorescência foram obtidas por 
microscopia confocal (Leica) com a objetiva de 63x. A partir da delimitação da área de interesse as 
imagens foram obtidas em galeria e o software Leica/Aquistion promoveu a análise em 3D pela soma 
do conjunto das “fatias” frontais e verticais. Em seguida as imagens foram analisadas por software 
Leica Application Suite-Advanced Fluorescence Lite 2.6.0 build 7266. Barra de escala de 20 μm. O 
ensaio foi realizado em triplicata. EC: célula endotelial de aorta de coelho (selvagem); EJ-ras EC: EC 





6.1.5 INTEGRINAS αvβ3 E α5β1 
As interações célula-célula e célula-matriz extracelular são eventos biológi-
cos de fundamental importância para a homeostase celular e são promovidos princi-
palmente por receptores como as integrinas (GEIGER & YAMADA, 2011; SEGUIN et 
al., 2015). Na tentantiva de elucidar o papel desses receptores no processo de aqui-
sição da resistência ao anoikis, verificamos a expressão protéica das integrinas αvβ3 
e α5β1, que atuam como receptores para a maioria das moléculas da MEC.  
As Figuras 19 e 20 mostram os resultados referentes à expressão proteica 
das integrinas αvβ3 e α5β1, respectivamente. Para todas as subunidades é possível 
observar um aumento na expressão dessas moléculas nos clones resistentes ao 
anoikis (Adh1-EC e Adh2-EC), bem como nas células transfectadas com o oncogene 
EJ-ras (EJ-ras EC) em relação às células selvagens EC. 
 
Figura 19: Expressão proteica da Integrina αvβ3 nas células EC, EJ-ras EC, Adh1-EC e Adh2 
EC.(A) Expressão proteica referente à integrina subunidade αv; B) Expressão proteica referente à 
expressão proteica da integrina subunidade β3. Os valores foram normalizados pelo marcador endó-
geno β-actina. EC: célula endotelial de aorta de coelho (selvagem); EJ-ras EC: EC transfectadas com 






Figura 20: Expressão proteica de Integrina α5β1 em células EC, EJ-ras EC, Adh1-EC e Adh2-
EC. A) Expressão proteica referente à integrina subunidade α5; B) Expressão proteica referente à 
integrina subunidade β1. Os valores foram normalizados pelo marcador endógeno β-actina. EC: célu-
la endotelial de aorta de coelho (selvagem); EJ-ras EC: EC transfectada com o oncogene EJ-ras; 
Adh1-EC e Adh2-EC: EC resistentes a anoikis. *p<0,05. 
Em relação à expressão gênica da integrina β1 (Figura 21), observamos 
uma diminuição nas células endoteliais resistentes ao anoikis (Adh1-EC e Adh2-EC) 
e transfectadas com o oncogene EJ-ras (EJ-ras EC) em relação às células endoteli-

















Figura 21: Expressão gênica da Integrina β1 nas células EC, EJ-ras EC, Adh1-EC e Adh2-EC. 
EC: célula endotelial de aorta de coelho (selvagem); EJ-ras EC: EC transfectada com o oncogene EJ-
ras; Adh1-EC e Adh2-EC: EC resistentes a anoikis.O ensaio foi realizado em triplicata. *p<0,05. 
Diminuição da expressão gênica da integrina β1 pode estar relacionada ao 
processo de metilação do DNA, que interfere na transcrição gênica quando presente 
na região promotora. Estudos relatam que esse mecanísmo pode estar associado 
com o silenciamento e perda da expressão gênica, principalmente quando estes são 
envolvidos no processo de desenvolvimento tumoral (PARK, et al., 2004; LUCZAK & 
JAGODZINSKI, 2006; JONES, 2012; BOUDJADI et al., 2015). 
Alguns trabalhos sugerem que a expressão proteica das integrinas pode va-
riar consideravelmente entre células normais e tumorais. Integrinas αvβ3 e α5β1, por 
exemplo, encontram-se superexpressas em células tumorais sugerindo queessas 
integrinas possam estar diretamente relacionadas à agressividade tumoral, atuando 
em etapas como a angiogênese e metástase (GOEL et al., 2008; BARCZYK et al., 
2010; DESGROSELLIER & CHERESH, 2010; SEGUIN et al., 2015). Durante a angi-





αvβ3, pois esta atua como um importante receptor de superfície que potencializa a 
invasão e proliferação celular (STUPACK & CHERESH, 2002; FRANCAVILLA et al., 
2009; BARCZYK et al., 2010; DESGROSELLIER & CHERESH, 2010; PAOLI et al., 
2013; SEGUIN et al., 2015). 
 
6.1.6 METALOPROTEINASES DE MATRIZ 2 e 9 (MMPs-2 e-9) 
A análise da expressão proteica das MMPs-2 e 9, por western blot, mostra 
que células endoteliais resistentes ao anoikis (Adh1-EC e Adh2-EC) e transfectadas 
com ooncogene EJ-ras (EJ-ras  EC) expressam essas enzimas em níveis mais ele-
vados que células endoteliais selvagens (EC) (Figura  22). 
 
Figura 22: Expressão proteica de MMP-2 e 9 em células EC, EJ-ras EC, Adh1-EC e Adh2-EC.(A) 
Expressão proteica referente à enzima MMP-2 (enzima ativa); B) Expressão proteica referente à en-
zima MMP-9 (enzima ativa). Os valores foram normalizados pelo marcador endógeno β-actina.EC: 
célula endotelial de aorta de coelho (selvagem); EJ-ras EC: EC transfectada com o oncogene EJ-ras; 
Adh1-EC e Adh2-EC: EC resistentes a anoikis. *p<0,05. 
A degradação da MEC é mediada principalmente pela ação das MMPs. As-
sim, MMPs-2 e -9 têm um papel crucial na progressão tumoral, uma vez que estas 
proteases degradam a maioria das proteínas presentes na MEC, dentre elas, colá-
geno IV, fibronectina, laminina e perlecam. Ambas desempenham atividades proteo-
líticas semelhantes, atuando diretamente sobre os componentes da membrana ba-





reira a ser rompida durante o processo de invasão celular (SANES & JOSHUA et al., 
1990; BOUTAUD et al., 2000; EYDEN & TZAPHLIDOU, 2001; NAGASE et al., 2006; 
MURPHY & NAGASE, 2008; KHOSHNOODI et al., 2008; SHOULDERS & RAINES, 
2009;  KEITH BREWA & HIDEAKI, 2010;GORDON & HAHN, 2010; SINGH et al., 
2010; HYNES & NABA, 2012; SHAY et al., 2015; ULOZA et al., 2015). 
A participação das MMPs, principalmente das MMP-2 e MMP-9 durante a 
angiogênese é de grande relevância pois, a clivagem proteolítica de moléculas co-
mo, colágeno IV, laminina e perlecamresulta no aumento de fragmentos pró-
angiogênicos que suprimem o crescimento tumoral. Nesse contexto, células tumo-
rais possuem a capacidade de secretar essas enzimas proteolíticas em maior quan-
tidade em relação às células normais, característica que favorece a migração e inva-
são de sítios secundários, como relatado ao longo desse trabalho (TANJORE  & 
KALLURI, 2006; MURPHY & NAGASE, 2008; KEITH BREWA & HIDEAKI, 2010; 
VEIDAL et al., 2011; LU et al., 2011; DAVIES, 2014; SHAY et al., 2015). 
A invasão tumoral é considerada um processo complexo e dinâmico que en-
volve o desprendimento de células malignas do seu local de origem para atuar em 
tecidos distantes.  Sendo assim, a proteólise dos componentes da MEC (membrana 
basal e matriz intersticial) são etapas essenciais na invasão de tecidos e a expres-
são elevada de enzimas como as MMPs 2 e 9 pode estar diretamente relacionada 
com um comportamento tumoral mais agressivo, como é o caso do processo metas-
tático (BRENNAN et al., 2004; DERYUGINA & QUIGLEY, 2006; NAGASE et 
al.,2006; PEREIRA et al., 2006; ISLEKEL et al., 2007; MURPHY & NAGASE, 2008; 
BOURBOULIA et al., 2010; GIALELI et al 2011; GEURTS et al., 2011; BONNANS et 
al., 2014;ULOZA et al., 2015). A diminuição de fibronectina e colágeno IV observada 
em células endoteliais resistentes ao anoikis pode estar associada diretamente com 











6.2  ÁCIDO HIALURÔNICO (AH) 
A Figura 23 mostra os resultados obtidos por ensaio fluorimétrico para a sín-
tese de ácido hialurônico. É possível observar uma diminuição na síntese desse gli-
cosaminoglicano nas células resistentes ao anoikis (Adh1-EC e Adh2-EC) e nas cé-




Figura 23: Síntese do ácido hialurônico nas células EC, EJ-ras EC, Adh1-EC e Adh2-EC. As 
células em estudo foram mantidas em cultura por 7 dias em presença de SFB 10%. Após esse perío-
do, os glicosaminoglicanos do extrato celular foram extraídos e as amostras foram submetidas ao 
ensaio fluorimétrico não-competitivo ELISA-like para detecção de AH. Os valores de ácido hialurônico 
foram obtidos por dosagem fluorimétrica (como descrito em Métodos). EC: célula endotelial de aorta 
de coelho (selvagem); EJ-ras EC: EC transfectada com o oncogene EJ-ras; Adh1-EC e Adh2-EC: EC 
resistentes a anoikis. Este ensaio foi realizado em triplicata. 
Estudos mostram que o AH desempenha importante papel na homeostase 
da MEC. Porém, essa molécula também pode estar relacionada com a progressão 
tumoral em muitos tipos de câncer, atuando em processos como proliferação, ade-
são, migração e invasão celular. Essas funções podem variar de acordo com o ta-
manho de seus fragmentos e a quantidade de AH presente no estroma tumoral (A-
FRATIS et al., 2011).Em câncer de mama e pulmão, por exemplo, há um aumento 





2001; AFRATIS et al., 2011). Porém, os níveis de AH são relativamente baixos em 
carcinoma espino celular, conhecido também como carcinoma epidermóide, e mela-
noma, e sua ausência está diretamente relacionada com o potencial metastático 
(KOSUNEN et al., 2004; KARJALAINEN, 2000; AFRATIS et al., 2011; DICKER et al., 
2014).  
A degradação do AH é realizada por enzimas denominadas hialuronidases 
(HYAL-1, HYAL-2 e HYAL-3). Para melhor compreensão destes resultados, foram 
realizados ensaios de western Blot para verificar a expressão destas enzimas. 
 
6.3   HIALURONIDASES 1, 2 e 3 
A análise da expressão proteica das HYALs 1, 2 e 3 (Figura 24) mostra que 
as células endoteliais resistentes ao anoikis (Adh1-EC e Adh2-EC) e transfectadas 
com o oncogene EJ-ras (EJ-ras EC) expressam estas enzimas (HYALs 1,2 e 3) em 








Figura 24: Expressão proteica das hialuronidades 1, 2 e 3 nas células EC, EJ-ras EC, Adh1-EC 
e Adh2-EC. A) Expressão proteica referente à enzima Hialuronidase1(HYAL- 1); B) Expressão protéi-
careferente à enzima Hialuronidase 2 (HYAL-2); C) Expressão protéica referente à enzima Hialuroni-
dase 3 (HYAL-3). Os valores foram normalizados pelo marcador endógeno β-actina. EC: célula endo-
telial de aorta de coelho (selvagem); EJ-ras EC: EC transfectada com o oncogene EJ-ras; Adh1-EC e 
Adh2-EC: EC resistentes a anoikis. *p<0,05. 
 As hialuronidades 1 e 2  são as mais discutidas pela literatura e agem em 
cooperação no processo de catabolismo do AH sendo que, a HYAL-2, cliva o AH de 
alto peso molecular em fragmentos de aproximadamente 20 kDa e, posteriormente, 
esses fragmentos são degradados pela HYAL-1, dando origem a fragmentos ainda 





gressão tumoral, invasão e metástase (STERN, 2006; STERN, 2008; LOKESHWAR, 
2005; ZHANG, 2009; JUNG, 2010; AFRATIS et al., 2012; EL- MEZAYEN, 2013; 
DICKER et al., 2014). A HIAL-1, por exemplo, é expressa em diferentes tipos de 
câncer em humanos e sua superexpressão e atividade catalítica podem estar rela-























Fundamentados nos resultados obtidos no presente estudo, observamos al-
terações significativas na expressão das principais moléculas que compõem a MEC-
de células endoteliais resistentes ao anoikis. Assim, em relação às células endoteli-
ais selvagens (EC), concluímos que: 
 Células endoteliais resistentes ao anoikis (Adh1-EC e Adh2-EC) e células en-
doteliais transfectadas com o oncogene EJ-ras (EJ-ras EC) apresentam uma 
diminuição na expressão de colágeno IV e fibronectina. 
 O perlecam, proteoglicano de heparam sulfato e a glicoproteína laminina, en-
contram-se em níveis mais elevados nas células Adh1-EC, Adh2-EC e EJ-ras 
EC. 
 As integrinas αvβ3 e α5β1apresentam uma maior expressão nas células A-
dh1-EC, Adh2-EC e EJ-ras EC. 
 Tanto as metaloproteinases de matriz extracelular 2 e 9, como as hialuronida-
ses 1, 2 e 3 apresentam-se mais expressas nas células Adh1-EC, Adh2-EC e 
EJ-ras EC. 
 A síntese de ácido hialurônico encontra-se diminuída nas células Adh1-EC, 
Adh2-EC e EJ-ras EC 
Esses resultados nos levam a acreditar que alterações na expressão de mo-
léculas da MEC podem estar diretamente relacionadas com a aquisição da resistên-
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